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Desde los años 50 se conoce la presencia del DNA circulante (cell free-DNA, cfDNA), 
originado por lisis celular en todos los órganos del cuerpo y producido en enfermedades 
degenerativas, tumores, infecciones o DNA fetal en gestantes. Una forma de analizar 
cfDNAs, es mediante la técnica de PCR digital (dPCR), que detecta el incremento del 
DNA de una célula distinta y minoritaria entre un bagaje de miles de células. El objetivo de 
la presente tesis es evaluar los niveles de cfDNA en plasma de pacientes con cáncer de 
mama para implementar una técnica de diagnóstico temprano. Se extrajo cfDNA de 
plasma proveniente de 16 pacientes (antes y después de la operación quirúrgica) y 21 
controles, con el set MagMAX™ Cell-Free DNA Isolation. Para la amplificación de 
fragmentos, se combinó master mix 1X (Applied Biosystems) y ensayos de detección por 
PCR de los genes PUM1 y RNasa P, con 1.5 µL de cfDNA de plasma en un volumen final 
de 15 µL que fue incluido en un chip por cada muestra. La PCR se realizó en un 
termociclador ProFlexTM (Applied Biosystems) siguiendo el programa pre-establecido por 
el fabricante, con una adición de cinco ciclos. Finalmente, se obtuvieron los datos de 
cuantificación con QuantStudio3D AnalysisSuite™ Cloud Software y fueron analizados 
usando el programa InfoStat 2015. Se encontraron diferencias significativas en los valores 
de cfDNA entre pacientes y controles para PUM1 (p=0.0001) y RNasa P (p=0.0003). 
Asimismo, se evaluó el soporte estadístico para el uso de marcadores en el diagnóstico 
mediante la curva ROC que favorece al marcador PUM1, con una sensibilidad del 75% y 
una especificidad del 95.2%; sin embargo, no se comprobó estadísticamente el descenso 
de niveles de cfDNA después de la operación, por lo que se recomienda un análisis de 
mayor cantidad de muestras para su confirmación o un tiempo mayor de la toma de 
muestra posterior a la operación. De esta forma, verificamos la utilidad de la PCR digital 
para la evaluación de DNA en bajas concentraciones. 
Palabras clave: biopsia líquida, PUM1, ribonucleasa P, cfDNA, dPCR 
xii 
ABSTRACT 
Since the 1950s, the presence of circulating DNA (cell free-DNA, cfDNA), caused by cell 
lysis in all organs of the body and produced in degenerative diseases, tumors, infections or 
fetal DNA in pregnant women has been known. One way of analyzing cfDNAs is through 
the digital PCR technique (dPCR), which detects the increase of the DNA of a different cell 
among a baggage of thousands of cells. The aim of the present thesis is to evaluate the 
levels of cfDNA in plasma of patients with breast cancer to implement an early diagnostic 
technique. cfDNA from plasma was extracted from 16 patients (before and after the 
surgical operation) and 21 controls, with the MagMAX ™ Cell Free DNA Isolation Kit. For 
amplification of fragments, master mix 1X (Applied Biosystems) and detection assays of 
the PUM1 and RNase P genes were combined with 1.5 µL of plasma cfDNA in a final 
volume of 15 µL that was included on a chip for each sample. PCR was performed on a 
ProFlex ™ thermocycler (Applied Biosystems) following the program pre-established by 
the manufacturer, with addition of five cycles. Finally, quantification data were obtained 
with QuantStudio3D AnalysisSuite ™ Cloud Software and analyzed using the InfoStat2015 
program. Significant differences were found in the values of cfDNA between patients and 
controls for PUM1 (p = 0.0001) and RNase P (p = 0.0003). Statistical support for the use 
of markers in the diagnosis was also evaluated using the ROC curve that favors the PUM1 
marker, with a sensitivity of 75% and a specificity of 95.2%; however, we did not 
statistically check the low level of cfDNA after the operation, so an analysis of more 
samples or major time of sample post-surgery for confirmation is recommended. In this 
way, we verified the usefulness of the digital PCR for the evaluation of DNA in low 
concentrations. 
 
Keywords: liquid biopsy, PUM1, ribonuclease P, cfDNA, dPCR 
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I. INTRODUCCIÓN 
El cáncer de mama en mujeres es la neoplasia más común en el mundo, su 
incidencia es reportada de igual forma en países desarrollados así como en 
aquellos en vías de desarrollo. Sin embargo, la Organización Mundial de la Salud 
(OMS), señala que la mortalidad es ligeramente superior en países con menor 
ingreso per cápita, estimando medio millón de muertes en el 2011 (OMS, 2011). 
En el Perú, el cáncer de mama es el segundo tipo de proliferación celular anormal 
encontrado en mujeres y el tercer tipo de cáncer con mayor morbilidad en el país 
(OMS, 2014), además, constituye el 19.6% de todos los casos de cáncer 
diagnosticados en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplásicas (INEN) 
durante el 2011.  
De acuerdo a las cifras de la Liga contra el Cáncer, cada año aparecen 45000 
nuevos casos de cáncer, de ellos, 5000 corresponden a cáncer de mama y la 
mayor parte de estos se encuentran en Lima y Arequipa; así mismo, se conoce 
que el 95% de casos de cáncer de mama detectados a tiempo, son curables a 
través de mejoras en las actividades cotidianas de cada individuo; sin embargo, el 
85% de casos reportados en el Perú, son encontrados en estadios avanzados 
(Gestión, 2016). Esto complica el diagnóstico clínico y la decisión del médico para 
optar por un tratamiento contra la neoplasia; por esta razón, se promueven 
campañas de sensibilización y difusión de información entre la población, a fin de 
concientizar a los individuos sobre el impacto del cáncer en la sociedad. 
Precisamente, la Liga contra el Cáncer es la primera institución del Perú 
encargada de realizar campañas de difusión, sensibilización y prevención para 
evitar un incremento en la prevalencia y mortalidad de la enfermedad, lo cual ha 
proveído de resultados favorables en los últimos años (Liga Cáncer, 2016). Así 
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como esta institución, recientemente se desarrollaron programas de apoyo a la 
comunidad; por ejemplo, el Ministerio de Salud (MINSA) diseñó el plan Esperanza 
en el 2012, dentro del Sistema Integral de Salud (SIS) para mejorar la atención 
integral del cáncer, a través de subvenciones en tratamientos antineoplásicos, 
paliativos, atención psicológica, herramientas de diagnóstico, detección temprana 
y promoción a la comunidad (MINSA, 2012).  
De acuerdo a las memorias del INEN, la implementación del plan Esperanza 
permitió la atención de más de 27 mil pacientes en un año de funcionamiento, 
además de aumentar en 60% el número de casos nuevos tratados a través del 
SIS, debido principalmente a las campañas de difusión y diagnóstico que fueron 
realizadas en distintas localidades del país (INEN, 2013). En comparación a la 
cantidad de personas que son atendidas en servicios públicos, existen un bajo 
porcentaje de casos diagnosticados de forma privada. Oncosalud es una de las 
primeras empresas en el Perú dedicadas a la prevención, diagnóstico y 
tratamiento de cáncer que concentra un alto grupo de muestras del sector privado 
(Oncosalud 2017), conformado por 250 casos nuevos de cáncer de mama en el 
2016, de los cuales 20% se encuentra en estadio tardío (Información brindada por 
Oncosalud, pendiente de publicación). 
Iniciativas de este tipo apuestan por la detección temprana de cáncer para 
conducir a un mejor tratamiento y lograr la recuperación de los pacientes en menor 
tiempo, por ello, se sugiere el diseño de nuevas herramientas que permitan 
detectar la presencia de tumores de manera oportuna, ya que es la única forma de 
prevenir el desarrollo de neoplasias (Torres et al., 2013). Actualmente, las pruebas 
más utilizadas para la detección de cáncer de mama, involucran la exposición a 
radiación, a través del diagnóstico por imágenes. Considerando el riesgo adicional 
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que proveen estas herramientas, se propone el empleo de una técnica 
mínimamente invasiva, basada en una prueba de laboratorio a partir de una 
muestra de sangre periférica. 
En los últimos años se ha descrito la presencia de DNA circulante en plasma (cell 
free circulating DNA, cfDNA) como un biomarcador del desarrollo temprano de 
cáncer en mama (Shaw et al., 2012; Dawson et al., 2013), colon (Mouliere et al., 
2013) y pulmón (Oxnard et al., 2014). Debido a esta razón, resulta importante 
evaluar el nivel de cfDNA en pacientes con cáncer de mama, con el objetivo de 
asociar los resultados con datos referenciales que permitan emplearlo como un 
marcador molecular de temprana detección en nuestro país.  
A fin de evaluar correctamente la carga de cfDNA en plasma, se precisa de 
métodos que proporcionen una alta sensibilidad y especificidad en la detección. 
Para ello, se ha considerado la PCR digital, tecnología basada en chips, capaz de 
cuantificar el número de copias presentes en una pequeña fracción de la muestra 
y reportar dichos valores de forma absoluta, mientras que la PCR en tiempo real 
(quantitative PCR, qPCR) expresa resultados basados en la comparación con un 
patrón de concentración. 
En el país, existen pocos reportes que traten el diagnóstico de cáncer basado en 
la cuantificación de DNA (Huamán et al., 2008; Beltrán et al., 2009); sin embargo, 
estos no abordan estrictamente el cáncer de mama. Esta investigación pretende 
evaluar la cantidad de  cfDNA en pacientes con cáncer de mama; analizando los 
niveles de PUM1 y Rnasa P de forma integral y absoluta,  empleando la PCR 
digital que provee alta sensibilidad y reducido margen de error en la medición de 
estos genes asociados al proceso neoplásico en mención. 
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II. MARCO TEÓRICO 
2.1 Aspectos generales  
El cáncer de mama se inicia en los tejidos mamarios, existiendo 2 tipos principales: 
ductal y lobulillar. El cáncer ductal de mama inicia en los conductos que 
transportan la leche desde la mama al pezón y reporta mayor ocurrencia; mientras, 
el tipo lobulillar, se origina en regiones mamarias asociadas a la producción de 
leche, llamadas lobulillos (Siu, 2016). En algunos casos, puede presentarse una 
combinación de ambos tipos, conocida como subtipo “mixto” (Sociedad Americana 
del Cáncer 2016). 
El cáncer de mama se origina espontáneamente en células que acumulan 
mutaciones asociadas a efectos metabólicos y resistencia a la apoptosis, que 
podrían ser adquiridas en los recurrentes periodos de división celular a partir de 
una célula madre (Wren, 2007). En estos casos, se agrega que una falla en genes 
de reparación y mantenimiento genómico podría desencadenar el efecto 
acumulativo de mutaciones, de éstos, un 10% puede deberse a factores genéticos 
del individuo, describiéndose entre 4 y 40 loci asociados (Michailidou et al., 2013; 
Garcia-Closas et al., 2013; Couch et al., 2013); a diferencia del cáncer de cérvix 
que es mayormente producido por los subtipos 16 y 18 del virus del papiloma 
humano (Augustus y Gabbur 2014).  
Las células neoplásicas en cáncer de mama pueden diseminarse por la sangre o 
tejido linfático (Chen et al., 2013), lo que aumenta los tipos de muestra donde se 
pueden encontrar indicios para evaluar estadios tempranos de la enfermedad. 
Asimismo, es posible detectar el inicio de metástasis en función de los mismos 
biomarcadores en estadios avanzados de la enfermedad, que son expresados en 
tejido sanguíneo y linfático (Schito et al., 2012). Ello permitiría inferir un aumento 
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en la expresión génica de algunos loci que podrían ser considerados marcadores; 
así, en estudios caso-control se identificó una alta expresión de fibronectina y 
laminina a través del ensayo peroxidasa-antiperoxidasa (Bal de Kier et al., 1988), 
mientras que en un ensayo de cuantificación por qPCR se encontró aumento en la 
expresión de heparanasa (Theodoro et al., 2007), ambos eventos asociados a la 
migración por vía linfática de estas células tumorales.  
Respecto a los estadios de cáncer de mama, se han reportado 2 sistemas que 
agrupan la morfología y características de los tumores; el primero, se basa en 
características como el tamaño del tumor, invasión del tejido anexo, posición en 
torno a los ganglios linfáticos y propagación hacia otros tejidos (Kiebert et al., 
1991), mientras que el segundo propone una matriz de combinaciones a partir del 
tamaño del tumor (T), la afección de ganglios (G) y la ocurrencia de metástasis 
(M), donde para cada factor se le otorga un valor numérico en dependencia del 
daño presentado (Bartsch et al., 1989; Van Deurzen et al., 2008). 
El primer sistema clasifica los casos de cáncer de mama en 4 estadios que se 
diferencian en el tamaño del tumor y la distribución de ganglios linfáticos 
afectados; adicionalmente, presenta el estadio 0, o carcinoma ductal in situ (CDIS) 
que hace referencia a un tipo de carcinoma que ocurre en el tejido conductual; es 
decir, el caso en el que la proliferación anormal de células, se inicia en el conducto 
lácteo y con poca frecuencia afecta al tejido mamario normal; sin embargo, puede 





2.2 Epidemiología del cáncer de mama en Perú 
De acuerdo al perfil oncológico diseñado por la Organización Mundial de la Salud 
(OMS 2014), el cáncer de mama es el segundo tipo de neoplasia con mayor 
incidencia en mujeres (aproximadamente 29%) y el tercero con mayor mortalidad 
(8.6%). Los factores de riesgo señalados para estas pacientes son el consumo 
total de alcohol y la obesidad, existe un registro a nivel nacional y monitoreo 
continuo ofrecido estatalmente (MINSA 2011). 
La detección precoz de este tipo de cáncer es realizada generalmente a través de 
mamografía o exploración clínica de la mama (ECM). Una vez diagnosticado este 
tipo de cáncer, se puede brindar quimioterapia o realizar una operación quirúrgica 
y posteriormente se dispone el uso de morfinas a nivel general; sin embargo, estos 
servicios no están disponibles totalmente en el sistema de salud público (OMS 
2014). 
2.3 Diagnóstico del cáncer de mama 
Se han descrito diversas técnicas para estimar el grado de proliferación que 
presentan las células en cáncer de mama; así, se conoce la resonancia magnética, 
sonografía,  mamografía y algunas pruebas bioquímicas (Álvarez et al., 2006; 
Houssami et al., 2008). Dichas técnicas terminan exponiendo el tejido oncológico a 
dosis de radiación que podrían agravar la situación inestable de las células.  
Igualmente, exámenes complementarios como el análisis bioquímico de sangre, 
pruebas de inmunohistoquímica, análisis de marcadores serológicos, análisis 
FISH, entre otros (Breast Cancer 2016)  permiten caracterizar este tipo de cáncer y 
los estadios progresivos que determinan el tratamiento más adecuado. 
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La resonancia magnética es un examen por imágenes que utiliza imanes y ondas 
de radio para construir gráficos corporales, se pueden obtener docenas de 
imágenes a partir de un solo examen, sin  necesidad de exponer el tejido a algún 
tipo de radiación, como es el caso de la mamografía que emplea rayos X de baja 
onda para determinar un mapa de detección al atravesar el seno. La sonografía es 
una prueba menos usada para el diagnóstico de cáncer de mama y utiliza ondas 
sonoras, las cuales son detectadas en distinta frecuencia y a partir de ahí, reportar 
alguna anomalía en la mama (Medline Plus 2016). 
Actualmente, un punto tan importante como la detección de cáncer, es el correcto 
establecimiento del estadio; de esto depende que se pueda obtar por un 
tratamiento adecuado y mejore la esperanza de vida de los pacientes  
(Liga contra el Cáncer 2016). Por ello, la Sociedad Americana del Cáncer 
recomienda el uso del sistema TNM para acreditar el estadio de la enfermedad 
(SAC 2017).  
El sistema TNM está basado en tres puntos clave  del desarrollo neoplásico: el 
tamaño del tumor (T),  la infección de nodos linfáticos (N) y la metástasis a otros 
tejidos (M). De acuerdo a la progresión en cada grupo, se clasifican los 4 posibles 







Tabla 1. Estadios de cáncer de mama según sistema TNM. Información recolectada de la 


















El cfDNA en plasma involucra la presencia de ácidos nucleicos de forma 
extracelular en el torrente sanguíneo. Naturalmente, este material estuvo contenido 
en algún componente celular pero fue liberado espontáneamente o como 
consecuencia de un proceso canceroso. Dicha presencia ya había sido descrita en 
el siglo XX, donde la evaluación entre controles y pacientes con cáncer gástrico se 
hacía a partir de la longitud de estos fragmentos; sin embargo, era notoria la 




Tumor de 2cm o menos (T1), sin  invasión nodal (N0) ni 
metástasis (M0). 
IB 
T0 o T1, 
N0, M0 
Tumor de 2cm o menos (T1) o no perceptible (T0), presenta 









Tumor de 2-5cm (T2), con invasión de 1-3 nodos linfáticos 
(N1), sin metástasis (M0). 
T3, N0, 
M0 





Tumor menor a 5cm o imperceptible, con invasión de 4-9 
nodos linfáticos (N2), sin metástasis (M0). 
T3, N1-2, 
M0 
Tumor mayor a 5cm (T3), con invasión de 1-9 nodos 




Tumor con crecimiento epidermal (T4), con invasión de 0-9 




Todos los tipos de tumor, con invasión de 10 o más nodos 




Todos los tipos de tumor, con invasión de otros tejidos 
lejanos a la mama (M1). Los sitios de recepción más 
comunes son los huesos, hígado, cerebro y pulmones. 
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diferencia significativa con los valores referenciales para individuos no afectados 
(Giacona et al., 1998). 
La naturaleza del cfDNA supone que sus niveles pueden elevarse bajo múltiples 
condiciones clínicas que condicionen un aumento en la concentración de algún tipo 
celular que promueva la liberación de DNA; así, existen reportes que asocian un 
alto nivel de cfDNA con ciclo menstrual (Poelcher et al., 2010), obesidad 
(Nishimoto et al., 2016), falla cardiaca (Zaravinos et al., 2011), nefritis lúpica 
(Zhang et al., 2014), y otras enfermedades no cancerosas (Spindler et al., 2014). 
Entre estos casos, existen diferencias en los valores estadísticos reportados en la 
diferenciación intergrupal, lo que deriva en la necesidad de un análisis especifico 
que involucre marcadores asociados a cada patología. 
2.5 Métodos de extracción de cfDNA 
Los cfNAs pueden ser capturados, extraídos o purificados; al igual que aquellos 
provenientes de linfocitos; sin embargo, la técnica elegida depende del tipo de 
muestra empleada. Como se conoce, el plasma presenta una elevada 
concentración de proteínas y otros elementos, en dependencia del estilo de vida 
de la persona (Fredrikson et al., 2004); por esta razón, los ácidos nucleicos están 
expuestos a un mayor daño, frente al cual deben considerarse métodos de 
extracción con estrategias que permitan capturar y separar específicamente el 
DNA. 
Los métodos más conocidos para extraer DNA, incluyen la extracción a través de 
consecuentes reacciones químicas, modificaciones del método salting-out (Miller et 
al., 1988), la purificación por columnas o la captación del ácido nucleico con perlas 
magnéticas. 
10 
 Algunos trabajos realizados con cfDNA,  emplean el método de separación 
química y obtienen resultados que permiten comparar pacientes afectados con 
cáncer, controles, e incluso pacientes después de la operación (Xue et al., 2009; 
Kim et al., 2014); sin embargo, esta extracción puede adicionar mayores 
complicaciones en la realización de la reacción en cadena de la polimerasa por 
contaminación, sin contar el hecho que el procedimiento y la calidad de los 
resultados es afectado en gran parte por el factor humano a través de la 
manipulación (Howe et al., 1997). 
Otros autores deciden apostar por la extracción de ácidos nucleicos mediada por 
sets comerciales, empleando aquellos que ofrecen la extracción y purificación de 
muestras por columnas. Así, han conseguido separar cfDNA en plasma de 
pacientes con cáncer de mama, colon, ovario, entre otros; reportando resultados 
basados en tecnologías cuantitativas de PCR para evaluar el número de copias de 
regiones específicas y elegidas previamente (Kamat et al., 2006; Boni et al., 2007; 
Dawson et al., 2013; Mouliere et al., 2013; Oxnard et al., 2014). Aunque debemos 
considerar que la mayoría de estos trabajos son realizados con la participación de 
pacientes que presentan estadios avanzados de la enfermedad, por este motivo, 
pueden presentar mutaciones concordantes entre DNA tumoral y cfDNA en 
plasma. Es así que el estudio de cfDNA en fluidos, abre paso a los trabajos en 
DNA de tumor circulante (circulating tumor DNA, ctDNA). 
La presente investigación propone evidencia para justificar el empleo de cfDNA en 
la determinación de estadios tempranos de cáncer de mama, así como en la 
diferenciación entre controles y pacientes, en ese sentido, se necesita un método 
eficiente para la extracción total de cfNAs. Para ello, se emplean perlas 
magnéticas, las cuales han sido usadas en otros estudios de detección temprana 
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(Hyun et al., 2016), así como también, en la evaluación de DNA fetal (Sparks et al., 
2012).  
2.6 Cuantificación de cfDNA 
 El cfDNA puede ser cuantificado de forma total o específica (Figura 1). En el 
primer caso, es cuantificado a través de la cantidad de luz que es absorbida por la 
muestra a evaluar o por el volumen de emisión luminosa de un agente intercalante; 
mientras que la cuantificación específica obtiene su valor por medio de la 
amplificación y detección de regiones establecidas por oligonucleótidos de 
hibridación específica (cebadores o iniciadores), esta cuantificación puede ser 
relativa o absoluta (English et al., 2006). 
 
Figura 1. Principales tipos de cuantificación de DNA. Se muestran algunos de los equipos 
más utilizados según el enfoque: Nanodrop Lite (espectrofotometría), QubitTM 
(fluorometría), QuantStudio 3DTM (dPCR) y Rotor-gene Q (qPCR). 
 
12 
Cabe mencionar que existe más de una plataforma habilitada para cada tipo de 
cuantificación de DNA, evidentemente la sensibilidad y especificidad de las 
técnicas varían y de ellas depende su aplicación. Precisamente, se ha reportado 
que las técnicas basadas en fluorometría pueden ser más específicas pero menos 
sensibles en relación a aquellas basadas  en espectrofotometría (English et al., 
2006); sin embargo, estas técnicas requieren un paso adicional de preparación de 
ácidos nucleicos, lo que puede volverse un proceso engorroso cuando se trabajan 
muchas muestras de forma rutinaria. En estos casos, se emplea la espectroscopía 
de emisión óptica de plasma acoplado inductivamente (Inductively Coupled Plasma 
Optical Emission Spectroscopy, ICP-OES) como patrón de oro para la 
comparación apropiada de resultados. Esta técnica divide e ioniza el analito 
formando espectros de emisión atómica que son posteriormente analizados en un 
sistema informático (ICP-OES 2017). En la Figura 2, se muestra una comparación 
de 4 técnicas para cuantificar DNA (2 basadas en espectrofotometría y 2 en 
fluorometría), con las cuales se midió la concentración de DNA a 52.75 ng/µL 
(determinado por ICP-OES) y se obtuvo resultados confiables en las plataformas 
que evalúan la emisión de fluorescencia de ácidos nucleicos. 
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Figura 2. Evaluación de técnicas para cuantificar DNA. (1) Espectrofotómetro U-2000, (2) 
Espectrofotómetro Nanodrop-1000, (3) Colorante fluorogénico PicoGreen, (4) Colorante 
fluorescente Quant-it. En cada técnica se realizaron 6 mediciones de un grupo de 6 
muestras a la misma concentración, se presentan todos los resultados obtenidos y en azul, 
el nivel de DNA de las muestras reportado por ICP-OES. Tomado y modificado del trabajo 
de English y colaboradores (2006).  
2.6.1 Cuantificación por espectrofotometría 
Es posible estimar la cantidad de ácidos nucleicos presentes en cierto 
volumen en función a la cantidad de luz que es absorbida por el analito; este 
método emplea la proyección de un haz de luz a diferentes longitudes de 
onda (230, 260 y 280 nm), el cual es captado por los ácidos nucleicos, 
transmitiendo un residuo luminoso medible por un detector al final de cada 
canal.  
De esta forma, se obtiene la cantidad de cfDNA en función al valor de 
absorbancia obtenido por pequeñas cantidades de volumen, para validar 
estos datos se requiere una calibración con controles negativos (ausencia de 
DNA) en cada medición; sin embargo, esta medición no es precisa para el 
DNA presente en la muestra, ya que pueden quedar componentes del 
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proceso de extracción que también absorben luz y alteren los resultados; por 
ello, también se consideran las relaciones entre las mediciones a distintas 
longitudes de onda para estimar la concentración. En ese sentido, la 
relaciones 260/230 y 260/280 son indicadores de la pureza de la muestra, 
debido a que otros residuos de la extracción de DNA (alcohol o proteínas, 
principalmente) pueden contaminarla y generar complicaciones en la 
amplificación por PCR; un caso muy conocido de este tipo se encuentra en 
las muestras forenses (Nicklas y Buel, 2003), así como en aquellas 
provenientes de tumores en parafina (Heredia et al., 2013). 
Asimismo, este sistema de medición no hace diferencia entre los tipos de 
ácidos nucleicos, debido a que todos ellos absorben luz a la misma longitud 
de onda (260 nm). En estos casos, la diferencia de cuantificación radica en 
un factor de conversión que depende del tipo de ácido nucleico: DNA de 
doble cadena (dsDNA), DNA de cadena simple (ssDNA) o RNA. 
Este factor de conversión es reemplazado en la ecuación de Lambert-Beer: 
A=εbc, donde ε es el coeficiente molar; b, la longitud de la celda; c, la 
concentración y A, la absorbancia reportada. Considerando que la longitud 
de la celda es constante, el coeficiente molar de dsDNA es de 0.02 
µL/(ng.cm), esto significa que 1 Abs a 260 nm corresponde a una 
concentración de 50ng/µL de dsDNA (Thermo Scientific, 2017b).  
2.6.2 Cuantificación por fluorometría 
El empleo de fluoróforos para cuantificar DNA ofrece un cálculo de la 
concentración de forma más segura y confiable, debido a que estas 
moléculas emiten luz solo cuando se encuentran intercaladas en el 
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componente a cuantificar. Esta especificidad es debida a que el agente 
fluorescente es capaz de reconocer dsDNA, ssDNA, RNA y proteínas de 
forma independiente. 
Para lograr una correcta medición de DNA, el equipo diseñado para este fin 
debe ser calibrado con muestras a diferentes concentraciones, las cuales 
remarcan el espectro de medición del sistema y permiten construir la curva 














Figura 3. Modelo de curva estándar para cuantificación de DNA. Se muestra el 
coeficiente de correlación entre las concentraciones determinadas para cada 
muestra y la fluorescencia del colorante PicoGreen. Tomado y modificado del trabajo 
de Nicklas y Buel (2003). 
La formación de la curva estándar o patrón permite evaluar las cualidades 
del equipo y establecer una referencia de concentraciones reales con las 
unidades de fluorescencias que son interpretadas por el equipo. Este 
proceso está restringido a la evaluación estadística de los puntos medidos, 
cuyo valor está expresado por el coeficiente de correlación (R2) que indica la 
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eficiencia del proceso, a través de una valoración entre 0 y 1 donde los 
valores más cercanos a 1 son los más aceptables (Gallagher y Desjardins, 
2007). 
2.6.3 Cuantificación molecular de DNA  
Los métodos de cuantificación previamente expuestos aportan información 
de manera sencilla y facilitan la obtención de las concentraciones en el 
manejo de muestras a gran escala; sin embargo, presentan problemas en 
dos aspectos muy importantes en el análisis de DNA: sensibilidad y 
especificidad. 
En el diagnóstico de cáncer se precisa una cuantificación con alta eficiencia 
en la determinación del número de copias genómicas presentes, por mínimo 
que sea este valor. Asimismo, es necesario asegurar que el ácido nucleico 
cuantificado pertenece al genoma humano, diferenciando los aportes a nivel 
de nucleótidos producidos por agentes infecciosos, como virus y bacterias. 
En la representación de la Figura 4 se observa el posible efecto de la 
especificidad en la cuantificación de DNA extraído. En esos casos, se 
observa que la presencia de residuos proteicos o alcohol, pueden alterar la 
absorbancia a 260 nm y con esto, aumentar el valor que reporta el equipo de 
espectrofotometría. En el caso de la fluorometría inespecífica, la medición se 
realiza a través de la unión de un agente al dsDNA, sin embargo, éste puede 
tener un origen distinto al humano, por ejemplo en presencia infecciones 
virales o bacterianas. Es así que las cuantificaciones mediadas por la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se ofrecen como una buena 
opción para asegurar la especificidad respecto al origen de las secuencias y 
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una sensibilidad para obtener valores confiables de concentración que luego 
puedan ser comparados entre los grupos participantes. Esta cuantificación 
se realiza a partir de la detección de fluoróforos, que son moléculas capaces 
de emitir fluorescencia en relación a su interacción con el DNA, estos pueden 
ser inespecíficos, como SYBR Green, o específicos, como las sondas 
Taqman. 
Figura 4. Especificidad en la cuantificación de DNA. Considerando la diversidad de 
componentes que pueden permanecer en el tubo de elución, se tienen distintos 
resultados en las pruebas de cuantificación. Se muestra una disminución de la 
concentración de DNA en relación a la especificidad de la técnica empleada. 
 
El fluoróforo inespecífico emite luminosidad desde el momento que 
interactúa con dsDNA, sin importar su composición nucleotídica y se reporta 
empleando únicamente un canal de detección (520 nm). Mientras, las 
sondas Taqman incluyen una secuencia específica la cual necesita hibridar 
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separar el apagador (quencher) del fluoróforo y que éste emita la 
fluorescencia (Nicklas y Buel, 2003). La especificidad de este método 
permite incluir más de una sonda en cada reacción, detectable por más de 1 
canal. Los colorantes más conocidos son FAM, VIC, HEX, TET, ROX, JOE y 
TAMRA (Figura 5). 
Figura 5. Colorantes usados en la cuantificación de DNA. Se conocen diversos 
fluoróforos que son detectados en 5 canales o filtros principales a diferentes 
longitudes de onda. Tomado y modificado de la página web de Thermo Scientific 
(2017a). 
 
La qPCR, aporta valores de cuantificación a partir de la fluorescencia emitida 
en los tubos de reacción, dicha medición se realiza en cada ciclo de 
amplificación y reportar estos datos en un sistema de análisis informático, el 
cual compara  estos valores con referencias de concentración conocida, a 
través de la curva estándar. Sin embargo, una desventaja de la técnica se 
presenta por la posible alteración del valor de cfDNA por el material nuclear 
que puede ser liberado desde los linfocitos hacia el torrente sanguíneo. En 
ese sentido, para evitar un falso diagnóstico, se opta por colectar la muestra 
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sanguínea en tubos que además del anticoagulante, contengan 
estabilizadores de dichas células, evitando así la permeabilidad de su 
membrana y consecuente lisis (Norton et al., 2013). 
La dPCR representa un sistema de cuantificación absoluta de las copias de 
DNA encontradas en la muestra, las cuales son repartidas en micropocillos y 
amplificadas en una PCR independiente. Esto aporta la alta sensibilidad y 
precisión que caracteriza la técnica, logrando determinar el nivel de DNA sin 
necesidad de una curva estándar (a diferencia del qPCR). Esta tecnología es 
aplicable a objetivos con baja concentración en muestra, como la presencia 
de  DNA en plasma humano, por lo que resulta idónea su utilización en este 
trabajo. 
Con el desarrollo del PCR digital, se establece una mayor sensibilidad en las 
pruebas moleculares. Dicha tecnología ha sido usada en los últimos años 
para reportar asociaciones entre expresión génica y enfermedades 
metabólicas (Takeuchi et al., 2005; Tozawa et al., 2007; García et al., 2015), 
infecciosas (Kalisky y Quake, 2011; Kinugasa et al., 2015), y cancerosas 
(Yung et al., 2009; Wang et al., 2010; Taly et al., 2013; Heredia et al., 2013).  
2.6.4 dPCR en la cuantificación de cfDNA 
El cfDNA en fluidos es empleado en el estudio del cáncer desde el siglo 
pasado, siendo uno de los primeros trabajos el realizado por Giacona y 
colaboradores (1998), el cual demuestró diferencias significativas en la 
longitud de fragmentos de cfDNA entre pacientes con cáncer pancreático y 
controles. Desde entonces, estos estudios han mejorado sus resultados con 
la aplicación de técnicas modernas con mayor resolución. 
20 
Los sistemas de cuantificación basados en PCR son los más usados en el 
análisis diagnóstico y pronóstico de cáncer, así como en la evaluación de 
tratamiento farmacológico y efecto quirúrgico (Kamat et al., 2006; Boni et al., 
2007; Hindson et al., 2011; Dawson et al., 2013). 
Estos sistemas se diferencian en la forma que cuantifican los ácidos 
nucleicos y de manera consecuente, las unidades en las que expresan estos 
valores. Así, la qPCR aporta valores de cuantificación a partir de la 
comparación con los datos de la curva estándar; sin embargo, las curvas 
dependen del diseño experimental, así como de la región a evaluar. Por 
estas razones, la qPCR expresa la cuantificación en unidades 
internacionales o equivalentes de genoma (Genome Equivalents, GE) por 
microlitro de muestra evaluada. 
Por otro lado, la PCR digital emplea un sistema de amplificación en punto 
final, esto significa que la fluorescencia es medida al final de la amplificación. 
El propósito de la dPCR es amplificar todas y cada una de las copias 
presentes en el mix evaluado, lo que no está asegurado en la qPCR y 
explica que copias mutantes de DNA en baja concentración no sean 
detectadas. Además, la dPCR no precisa de una curva de calibración o 
estándar, lo que facilita el acceso a los resultados y permite expresar los 
valores en copias por microlitro (Whale et al., 2012).  
Como se observa en la Figura 6, la dPCR en chips optimiza la dispersión de 
cada muestra, asegurando la amplificación y detección independiente, 
rescatando de esta forma todas las secuencias presentes en el mix; en 
contraposición, la qPCR es realizada directamente en el tubo y la 
fluorescencia emitida es el resultado del conjunto de copias de DNA que son 
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amplificadas. La principal diferencia entre dPCR y qPCR radica en la forma 
que establece la medición de DNA a partir del número de pocillos 
amplificados o la cantidad de fluorescencia emitida, respectivamente. 
Figura 6. Diferencias en las técnicas de cuantificación basadas en PCR. La qPCR 
(arriba) consiste en una amplificación de todas las copias presentes en el tubo, 
donde la emisión luminosa es captada en cada ciclo y reportada en unidades de 
fluorescencia relativa (UFR). La dPCR (abajo) distribuye el volumen de amplificación 
en pocillos donde se amplifica independientemente cada copia y la cuantificación se 




La dPCR cuenta con un canal de referencia (ROX) donde se evidencia la 
cantidad de pocillos que fueron ocupados y emplea dos canales adicionales 
(VIC y FAM) para determinar aquellas posiciones donde ocurrió amplificación 
de ácidos nucleicos; entonces, realiza la medición por conteo de pocillos 
fluorescentes, estableciendo el número de copias encontrado por cada 
microlitro de muestra evaluada. Mientras, la qPCR emplea canales similares 
(VIC y FAM) para estimar las unidades de fluorescencia emitidas y 
compararlas con la curva estándar; es decir, para cuantificar con qPCR se 
precisa de un experimento previo en el cual se colocan muestras de 
concentración conocida a fin de establecer la proporción entre unidades de 
fluorescencia relativa y la concentración de ácidos nucleicos. Por este motivo 
se indica que la cuantificación obtenida por qPCR es específica pero relativa 
a la curva estándar, mientras que la dPCR provee de una medición absoluta 
del nivel de DNA presente en una muestra (Thermo Scientific 2017a). 
En líneas generales, se han descrito diversos métodos para extraer y 
cuantificar cfDNA, de tal forma que no se encuentra un consenso entre estos 
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2.7 Genes de referencia 
Con el descubrimiento del cfDNA, se inició la búsqueda de marcadores estables 
para este tipo de ácidos nucleicos. Con esa finalidad, se analizó el efecto del 
desarrollo neoplásico en los niveles de expresión de RNA en distintos órganos, 
como ovario (Kamat et al., 2006), mama (Zhong et al., 2007) o recto (Boni et al., 
2007), donde emplearon genes referenciales como GAPDH, b-actina y b-globina o 
los que codifican subunidades de ribonucleasa P (RNasa P) para evaluar sus 
niveles de expresión, encontrando diferencias significativas (p<0.05) entre 
personas afectadas y el grupo control. 
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Así, RNasa P es una enzima que activa el RNA de transferencia (tRNA) 
favoreciendo el proceso de traducción de RNA a proteínas, dicha ribonucleasa 
está compuesta por 10 proteínas y una región de RNA (componente H1) para 
reconocimiento (Figura 7). Las subunidades empleadas en su formación son 
codificadas por genes independientes ubicados en 9 cromosomas diferentes, por 
ejemplo, el componente H1 parte del gen RPPH1 que está ubicado en el 
cromosoma 14 (OMIM 2016). Estas regiones ofrecen distintas alternativas y 
funciones de detección, por lo que son evaluadas a fin de hallar la que ofrezca 
mejores resultados en la especificidad y sensibilidad con la que determinan el 
límite entre el grupo de controles y pacientes o en los estadios pre y 
postoperatorio, de acuerdo a lo descrito previamente. 
Figura 7. Genes implicados en la formación de RNasa P. El complejo enzimático que 
activa tRNAs está formado por los productos de 11 genes, entre paréntesis se indica el 
cromosoma de procedencia en cada caso. El gen que produce el componente H1 (RPPH1) 
es blanco de cuantificación y se muestra en color morado. 
Precisamente, los genes que codifican la  ribonucleasa P son marcadores 
moleculares empleados en estudios de cáncer,  debido a que esta enzima  tiene 
como función la hidrólisis de pre-RNA que deriva en tRNA;  en casos de 
proliferación celular, se ha descrito un mayor número de copias de este  gen,  un 
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efecto asociado también a la aparición de pseudogenes, como resultado de las 
actividades mutacionales en distintos tipos de cáncer (Billi 2002).  
Se han reportado interacciones de esta enzima con otros marcadores, por ejemplo 
algunos RNA de gran tamaño (lncRNA), como MALAT1 que son indicadores de 
metástasis. Esto sugiere que la ribonucleasa es sobreexpresada desde los 
primeros estadios de proliferación celular descontrolada, hasta la invasión de 
nuevos tejidos por metástasis (Gutschner et al., 2013).  A nivel  genético, las 
secuencias asociadas a RNasa P son blanco de metilaciones que pueden ser 
analizadas por separado mediante la adición de bisulfito en un secuenciamiento 
alterno para normalizar el número de copias de otros genes relacionados (Walter 
et al., 2012).  
Por ello, RNasa P se ha convertido en un punto de referencia para múltiples 
investigaciones en cuantificación de DNA y expresión de RNA en distintos tipos de 
cáncer (Hindson et al., 2011; Chen et al., 2012). Sin embargo, también existen 
marcadores moleculares que son detectados en tipos específicos de cáncer, ese 
es el caso de PUM1, que ha sido reconocido como el gen de referencia más 
estable en cáncer de mama. Este gen produce un homólogo de la proteína Pumilio 
1 de Drosophila sp., que también ha sido caracterizado en relación al gen que 
produce la proteína ribosomal L13 (RPL13A) constituyendo un fuerte marcador 
específico para cáncer de mama (Kılıç et al., 2014). Un resultado similar es 
obtenido con los genes que codifican para la proteína ribosomal larga P0 (RPLP0) 
y la proteína de unión a la caja TATA (TBP) en un estudio de expresión y 
normalización por RT-PCR. En este caso, debemos considerar que los genes y 
productos asociados a PUM1, controlan funciones clásicas para el desarrollo de la 
transcripción y traducción de múltiples proteínas, por lo que sus niveles podrían 
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mostrar diferencias debidas a errores en los procesos mencionados, los cuales no 
dependen necesariamente del evento canceroso, pero pueden actuar como un 
agente en la relación causa efecto, donde la direccionalidad no queda determinada 
(Lyng et al., 2008). 
La estabilidad en la expresión de PUM1 no es verificable para otros tipos de 
cáncer. Cerca del 82% de pacientes con cáncer de mama evaluados presentan 
una expresión normal de la proteína en comparación con otros tipos de cáncer 
como hígado (17%) o riñón (27%), de acuerdo a lo indicado por el Atlas Humano 
de Proteínas (Figura 8). Entonces, la presencia de un alto número de copias de 
PUM1  en muestras cuya carga total de DNA no pueda diferenciarse entre 
pacientes y controles, podría deberse a la función que desarrolle la proteína 




















Figura 8. Niveles de expresión de PUM1  en diferentes tipos de cáncer. En los pacientes evaluados, las barras indican el porcentaje de 
muestras que tuvieron alta (azul oscuro), media (azul) o baja expresión (turquesa). Se observa alta expresión de PUM1 en muestras de 
cáncer de mama, cuello uterino, colon-recto, ovario, piel y urotelio. Tomado del atlas humano de proteínas (http://www.proteinatlas.org/). 
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La proteína PUM1 es caracterizada como un regulador de la transcripción  y la 
Figura 9 muestra las proteínas que están mayormente asociadas a ésta. Aquí, se 
puede observar interacciones con proteínas conocidas plenamente en los estudios 
oncológicos como NANOG, reprogramador de células adultas; UBC, ubiquitina C y 
otras relacionadas al metabolismo celular. 
Figura 9. Red de asociación funcional de la proteína PUM1. Se muestran interacciones 
entre proteínas de tres tipos: unión (azul), reacción (negro) y catálisis (morado). Las líneas 
con pequeños círculos a los extremos indican que la dirección del efecto aún no ha sido 
determinada. De acuerdo a estas características, se otorga una calificación (score) que es 
una referencia de los vínculos más estables entre las proteínas mostradas.Tomado de la 
base de datos STRING DB (http://string-db.org/). 
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Se aclara que estas apreciaciones no han sido plenamente verificadas 
experimentalmente. Para este caso, la asociación con NANOG sólo fue 
mencionada en diversos reportes científicos (Durruty et al., 2014; Leeb et al., 
2014), a diferencia de la conexión con la proteína Ubiquitina-C, la cual es 
verificada por co-expresión a través de pruebas bioquímicas. 
2.8 Algoritmo de cuantificación 
La cuantificación por dPCR está mediada por un cálculo estadístico realizado de 
forma posterior a la medición de fluorescencia en los pocillos del chip. El sistema 
QuantStudio 3DTM cuenta con un algoritmo que es aplicado a los resultados de 
fluorescencia y a través del cual se obtienen los valores de nivel de DNA en copias 
por microlitro. El cálculo inicia a partir del número de pocillos que fluorescen en el 
canal FAM (en color azul), VIC (en color rojo) o ambos (en color verde); aquellos 
pocillos que solo muestran contenido a través de un canal de control (ROX), son 
representados en color amarillo (Figura 10). 
Este número de copias, o pocillos amplificados, es dividido entre el número de 
reacciones que se efectúan en el chip, aclarando que los 20 mil pocillos no son 
cubiertos en todos los casos, por ejemplo, en la imagen mostrada se cubren 15 
050 pocillos, de los cuales sólo 14 565 cuentan con muestra (identificada por la 
fluorescencia en el canal ROX). Esto significa que 485 pocillos fueron cubiertos 
con muestra pero no emiten fluorescencia,  esto puede deberse al alto riesgo de 
evaporación que circunda este proceso de cuantificación. 
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Figura 10. Fluorescencia captada en chip de cuantificación por dPCR. El sistema 
QuantStudio3D sobrepone la fluorescencia conseguida en los canales FAM (azul) y VIC 
(rojo); pocillos con ambas fluorescencias se muestran en color verde y si no se obtuvo 
amplificación, solo se reporta el canal de fondo (ROX, color amarillo). 
En función a esto, se tiene un cociente de número de copias por reacción; es decir, 
el número de pocillos que emiten alguna fluorescencia de interés en relación al 
total de pocillos ocupados. Este valor es estandarizado mediante el producto con 
las 20 mil reacciones que deberían desarrollarse por muestra. 𝑁° 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝑅𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛  𝑥 𝑁° 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 = 𝑁° 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑐ℎ𝑖𝑝 
Luego, este valor es dividido por el número de microlitros inmerso en la muestra, el 
cual está calibrado en 15 µL (según instrucciones del fabricante). Entonces, se 
estima la cuantificación de una muestra de DNA a través de la siguiente ecuación: 
 𝑁° 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝑅𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑥 2000015 = 𝑁° 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝑅𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑥1333.33 = 𝑁° 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛   
El sistema digital reporta el valor de número de copias por reacción, así como el 
cálculo final en número de copias por microlitro. En ese caso, la interpretación 
mostrada puede ser empleada para estimar las concentraciones reales cuando se 
realicen variaciones en la preparación de muestras o chips. En la Tabla 3 se 
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muestra un ejemplo de los cálculos obtenidos de forma manual y la diferencia 
porcentual con el valor reportado por el equipo. Lo que puede ser usado para la 
interpretación adecuada de lecturas independientes. 
Tabla 3. Estimación de la cuantificación por dPCR a través del cálculo manual. Los valores 









Como se observa, la diferencia porcentual entre ambos métodos de estimación es 
del 0.6%, por lo que se podría confiar en el cálculo manual para la interpretación  
de resultados donde se modifiquen  factores predeterminados por el fabricante, 











Copias por volumen 
Dif. 




A 9.99E-03 2.00E+02 1.33E+01 13.235 0.6% 
B 5.74E-03 1.15E+02 7.65E+00 7.603 0.7% 
C 6.23E-03 1.25E+02 8.31E+00 8.257 0.6% 
D 3.94E-03 7.88E+01 5.25E+00 5.224 0.6% 
E 1.15E-02 2.30E+02 1.53E+01 15.18 1.0% 
F 1.29E-02 2.58E+02 1.72E+01 17.137 0.4% 
G 8.31E-03 1.66E+02 1.11E+01 11.009 0.6% 
H 9.53E-03 1.91E+02 1.27E+01 12.619 0.7% 
    
Prom. Incertidumbre 0.6% 
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III. HIPÓTESIS  
3.1 Hipótesis 
Es posible evaluar el nivel de cfDNA en plasma de pacientes con cáncer de 
mama. 
3.1.1 Hipótesis Estadísticas 
 
Ha: Es posible evaluar el nivel de cfDNA en plasma de pacientes con cáncer 
de mama. 
Ho: No es posible evaluar el nivel de cfDNA en plasma de pacientes con 













IV. OBJETIVOS  
4.1 Objetivo General 
Evaluar los niveles de cfDNA en plasma mediante PCR digital en pacientes con 
cáncer de mama. 
4.2  Objetivos Específicos 
 Estandarizar el método para obtener cfDNA en plasma. 
 Evaluar los niveles de cfDNA en plasma por PCR digital a través de los 
genes PUM1 y RNasa P. 
 Establecer los niveles de cfDNA en plasma en pacientes con cáncer de 
mama e individuos sanos. 











V. MATERIALES Y MÉTODOS 
5.1 Tipo de investigación 
La presente investigación es de tipo básica, descriptiva, prospectiva, cuantitativa, 
transversal, observacional y de caso-control. 
5.2  Población 
- 16 mujeres con edades entre 28-80 años, diagnosticadas con cáncer de mama 
por el personal asistencial de la clínica Oncosalud, quien también aporta 
información clínica relacionada a edad, estadio de cáncer (de acuerdo al sistema 
TNM), histología (ductal, lobulillar o mixto), marcadores bioquímicos 
(ER/PR/HER2), concentración de linfocitos y glucosa en sangre.  
- 21 mujeres sin diagnóstico positivo para cáncer de mama, mayores de 40 años, 
las cuales son codificadas como grupo control. 
En ambos casos, las personas aceptaron su participación voluntaria en la 
investigación mediante la firma del Consentimiento Informado (Anexo 1) aprobado 




- Set de extracción con perlas magnéticas MagMAX Cell-Free DNA Isolation 
Kit (Applied BiosystemsTM) 
- Ensayo de cuantificación Qubit® dsDNA HS (InvitrogenTM) 
- Master Mix QuantStudio™ 3D Digital PCR v.2.0 (Applied BiosystemsTM) 
- Ensayos para evaluar el número de copias Taqman®  PUM1 y RNAsa P 
(Applied BiosystemsTM) 
- DNA Genómico CEPH 1347-02 (Applied BiosystemsTM)  
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- Tampón TBE (45 mM Tris-Borato/1 mM EDTA) 
- Tampón TE (10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA) 
- Solución A (250 mM EDTA; 750 mM NaCl) 
- Bromuro de Etidio 1 mg/L  
- Cloroformo 
- Cloruro de Sodio 6 M 
- Fenol 
- Sodio Duodecil Fosfato 100 g/L 
- Proteinasa K 20 g/L 
- Marcador de peso molecular KAPA™  
- Agarosa 
- Etanol Absoluto 
- Agua ultrapura 
5.3.2 Consumibles 
- Tubos BD Vacutainer® K2 EDTA para toma de muestra 
- Sujetador (Holder) Vacutainer® para toma de muestra 
- Aguja de extracción de sangre 21G  
- Puntas de micropipeta sin filtro de 10, 200 y 1000 microlitros. 
- Puntas de micropipeta con filtro de 200 microlitros. 
- Tubos de centrífuga de 0.2, 1.5 y 2.0 microlitros. 
- Chips para dPCR QuantStudio™ 3D Digital PCR 20K v.2.0 (Applied 
BiosystemsTM) 
5.3.3 Equipos 
- Centrífuga refrigerada Eppendorf® 5804R 
- Micropipetas Eppendorf® graduables hasta 10, 100 y 1000 microlitros. 
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- Ultracongeladora -80 °C (ThermoScientificTM) 
- Magneto DynaMag™-2 (Applied BiosystemsTM) 
- Vórtex –Genie 2 (Scientific Industries, Inc.) 
- Fluorómetro QubitTM v.1.0 (Invitrogen TM) 
- Gel Doc XR System (Bio-Rad) 
- Nanodrop Lite (Thermo Scientific)  
- Rotor-Gene Q (Qiagen©)  
- Sellador de chips QuantStudio™ 3D (Applied BiosystemsTM) 
- Termociclador ProFlex™ con cabezal de chips y base inclinable. 
- Instrumento de lectura de chips QuantStudio™ 3D (Applied BiosystemsTM) 
 
 5.4 Métodos 
5.4.1 Toma de muestra 
Se  obtuvieron muestras de sangre periférica de las participantes del estudio. 
En el caso de las pacientes, se consideraron dos tomas de muestra; la 
primera fue realizada un día antes del procedimiento quirúrgico y la segunda,  
una semana después de la intervención (pre y post operatorio). En todos los 
casos, la toma de muestra se realizó por venopunción empleando el sistema 
Vacutainer®. 
5.4.2 Obtención de plasma  
La sangre colectada fue centrifugada a 1200 g, 4 °C por 10 minutos, luego se 
separó el plasma en tubos de microcentrífuga, los cuales fueron 
centrifugados a 16000 g, 4 °C por 10 minutos para descartar cualquier 
contaminación con linfocitos; luego de este paso, se aisló el plasma 
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resultante en nuevos tubos de centrífuga, estos fueron almacenados a -80 °C 
hasta el momento de la extracción de cfDNA. 
5.4.3 Estandarización de la extracción de cfDNA 
Se eligieron 4 muestras de plasma de individuos diferentes a los 
participantes en el estudio. Estas muestras fueron extraídas con cuatro 
métodos diferentes, basados en la precipitación con fenol:cloroformo, la 
purificación con columnas o la extracción con perlas magnéticas.  
El método basado en la precipitación con fenol-cloroformo se realizó según 
el protocolo descrito por Schmidt y colaboradores (2005). Se inició con 1 mL 
de plasma, al cual se le agregó 100 µL de solución A (250 mM EDTA; 750 
mM NaCl), además 100 µL de Sodio Duodecil Sulfato (SDS 100 g/L) y 6µL 
de proteinasa K (20 g/L). La combinación fue incubada toda la noche a 50 
°C. Luego, se adicionó 300 µL de NaCl 6M, se agitó en vórtex y fue 
centrifugado a 6000 g por 15 minutos. Se separó el sobrenadante y fue 
añadido con etanol absoluto en proporción 1:1, se incubó a -20 °C toda la 
noche y fue centrifugado a 16 440 g por 30 minutos. El precipitado fue 
resuspendido en 250 µL de agua ultrapura y se le agregó 250 µL de 
fenol:cloroformo (1:1) ; dicha adición formó un precipitado que fue separado 
del sobrenadante, al cual se le agregó 250 µL de cloroformo y el nuevo 
sobrenadante fue separado y adicionado con etanol frío (1:1). Se realizó un 
lavado con etanol 75%, se dejó secar y finalmente se resuspendió en 50 µL 
de tampón TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA). 
Los métodos basados en la purificación de columnas, fueron realizados de 
acuerdo a las indicaciones de los fabricantes de los sets Pathogen Free DNA 
Isolation Kit (GeneProof®) y NucleoSpin® Plasma XS (Macherey Nagel). 
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Estas extracciones se realizaron con 1000 y 500 µL de plasma, siendo 
eluídas en 50 y 25 µL, respectivamente.  
La extracción de cfDNA con el set de perlas magnéticas MagMAX™ 
Cell-Free DNA Isolation se realizó de acuerdo a las recomendaciones del 
fabricante, con un volumen inicial de 800 µL de plasma. Posteriormente, se 
evaluó la cantidad de cfDNA (nanogramos) extraído en relación al volumen 
de muestra inicial y se compararon los métodos empleados. 
5.4.4 Extracción de cfDNA 
El cfDNA fue extraído a partir de plasma, con el set MagMAX™ Cell-Free 
DNA Isolation. En tubos falcon de 15 mL, se preparó un mix con 12 µL de 
perlas magnéticas y 1 mL de tampón de unión, por cada muestra. Se 
distribuyó 1 mL de este mix con 0.8 mL de cada muestra de plasma. 
Cada tubo fue agitado en vórtex por 10 minutos y colocados en el magneto 
donde se dejó reposar por 5 minutos. Una vez adheridas las perlas al 
magneto, se extrajo el residuo con ayuda de una micropipeta.  
Posteriormente, los tubos fueron retirados del magneto, se les agregó 1 mL 
de tampón de lavado, se resuspendieron en nuevos tubos y fueron 
colocados nuevamente en el magneto. Se repitió 2 veces el lavado con 
etanol 80%, una vez extraído el último volumen de alcohol, se dejó secar con 
la tapa abierta por 6 minutos. 
Finalmente, se agregó 40 µL de tampón de elución, agitando en vórtex por 5 
minutos y se colocó en el magneto por 2 minutos para extraer el volumen 
con el DNA suspendido. Un resumen gráfico de este procedimiento, se 
muestra en la Figura 11. 
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Figura 11. Esquema de trabajo para la extracción de cfDNA con perlas magnéticas. Representación del protocolo diseñado para 
el set MagMax Cell Free DNA IsolationTM 
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5.4.5 Estandarización del método de cuantificación 
Se compararon 4 técnicas de cuantificación a través de la medición de 
alícuotas de DNA genómico (CEPH 1347-02, Applied BiosystemsTM) a 
distintas concentraciones. Se prepararon alícuotas a concentraciones 
teóricas de 10, 5, 2.5, 1, 0.5, 0.25 y 0.1 ng/µL; dichas alícuotas se hicieron 
por duplicado a partir de una concentración de 50 ng/µL. 
Cada alícuota fue medida por espectrofotometría (Nanodrop Lite, Thermo 
Scientific), fluorometría (QubitTM, Invitrogen), qPCR (Rotor-Gene Q, Qiagen©) 
y dPCR (QuantStudio3DTM, Applied Biosystems). Todas las mediciones se 
hicieron por duplicado y la metodología depende de las indicaciones de cada 
fabricante. 
Para la medición con espectrofotometría, se colocó 1 µL de muestra en el 
equipo Nandrop Lite, el cual fue calibrado previamente con 1 µL de agua 
ultrapura y reportó la medición en nanogramos por microlitro. La 
cuantificación por fluorometría se realizó combinando 1 µL de cada alícuota 
con 199 µL del mix fluoróforo:tampón (1:199) y la combinación se colocó en 
el equipo Qubit que reportó valores en nanogramos por microlitro. Para la 
cuantificación basada en PCR, se preparó un mix con SYBR Master Mix 2x, 
primers ubicados en el exón 7 de BRCA1 (10x) y 3 µL de DNA en un 
volumen total de 12.5 µL, dicho mix fue colocado en los tubos de 
amplificación de qPCR (Rotor-gene Q) y en chips de dPCR (QuantStudio3D). 
Los programas de amplificación y las lecturas se realizaron de acuerdo a las 
indicaciones de cada fabricante. La qPCR fue calibrada previamente con 
muestras a distintas concentraciones (curva estándar) y esto permitió 
reportar la cuantificación en nanogramos por microlitro; mientras, la dPCR 
reportó sus valores en copias por microlitro y este valor fue transformado a 
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través de la relación entre copias genómicas y peso de DNA (300 copias=1 
nanogramo de DNA, UGSC 2017).Finalmente, se compararon las medidas 
conseguidas en relación a las concentraciones teóricas en cada caso. 
5.4.6 Cuantificación de cfDNA total 
Para cuantificar el cfDNA total, se empleó el set de fluorometría Qubit dsDNA 
HS Assay Kit, colocando 1 µL de muestra con 199 µL de reactivo (1:199 
Fluoróforo:Tampón). Las lecturas se realizaron en el fluorómetro QubitTM v. 
1.0 (Invitrogen) y las medidas se expresaron en nanogramos por microlitro. 
5.4.7 Integridad de cfDNA 
La evaluación de integridad se realizó por electroforesis, para ello, se 
prepararon geles de agarosa 1% en tampón TBE y se cargó 2 µLde cada 
cfDNA extraído. Todas las muestras fueron corridas a 100 voltios, 
conservando amperaje constante, por 35 minutos. En cada corrida se incluyó 
un marcador de peso molecular (KAPA™ Universal DNA Ladder). 
Luego de la corrida electroforética, cada gel fue colocado en una solución de 
Bromuro de Etidio 1 mg/L por 15 minutos y fue revelado en el 
fotodocumentador Gel Doc XR System (Bio-Rad). 
5.4.8 Cuantificación por PCR digital 
La evaluación de niveles de cfDNA en pacientes con cáncer de mama y 
controles se realizó con ensayos de detección en los genes PUM1 
(Ensembl:ENSG134644) y RNasa P (RPPH1; Ensembl:ENSG148688) y, 
los valores incluidos en la preparación del mix fueron calculados en un 
volumen final de 15 µL, con un 30% de contenido de DNA. 
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Las combinaciones de reactivos fueron realizadas en tubos de 
microcentrífuga de 0.2 mL, a partir de los cuales, se cargaron los chips con 
ayuda de un dispensador, luego se agregó aceite mineral y fueron sellados 
para evitar la evaporación. 
Los chips sellados fueron colocados en un termociclador ProFlexTM (Applied 
Biosystems)  con el programa indicado por el fabricante. Dicho programa 
involucra una denaturación inicial a 96 °C por 10 minutos, seguida de 44 
ciclos de hibridación-extensión a 60 °C por 2 minutos con denaturación a 
98 °C por 30 segundos y una extensión final a 60 °C por 2 minutos. Luego, 
los chips son conservados a 10 °C hasta el momento de su lectura. Este 
paso se realiza en el sistema QuantStudio3DTM y los resultados son 
analizados en el servidor web brindado por el fabricante (Figura 12). 
5.4.9 Análisis Estadístico 
Los gráficos y valores fueron analizados en el servidor QuantStudio3D 
Analysis Suite v.3.0.3, luego se evaluó la distribución de los valores y se 
realizó la prueba de Mann-Whitney para muestras independientes, así 
como el test de Wilcoxon para muestras apareadas entre los marcadores 
empleados, igualmente, las diferencias en especificidad y sensibilidad a 
través de la curva ROC. Además, se evaluó la correlación entre los valores 
reportados por la cuantificación total y la cuantificación absoluta. Para estos 







Figura 12. Preparación de chips con muestra para cuantificación por dPCR. (1) 
Inserción de 15 µL de mix en dispensador. (2) Distribución de muestra en los 
micropocillos del chip. (3) Adición de aceite para evitar evaporación. (4) Sellado del 








5.1 Extracción de cfDNA 
En la evaluación de los métodos de extracción verificados, se encuentra una 
mayor cantidad de cfDNA siguiendo el protocolo de extracción con perlas 
magnéticas. Los valores promedio de las 4 muestras evaluadas se encontraron 
entre 2.68 ng/µL (Extracción con fenol:cloroformo) y 12.85 ng/µL (Extracción con 
set MagMax Cell free DNA Isolation); sin embargo, los volúmenes iniciales de 
plasma y recolección de DNA fueron diferentes entre los métodos empleados, por 
esta razón se calculó la cantidad de cfDNA extraído (nanogramos) en relación al 
volumen inicial de plasma (microlitros), a fin de normalizar los resultados obtenidos 
y poder compararlos. 
En la Figura 13, se observa que el método de extracción convencional por 
reacción química (fenol-cloroformo) obtiene una baja concentración de cfDNA, en 
comparación a los métodos mediados por sets comerciales. Respecto a éstos, 
aquellos basados en purificación por columnas mostraron una cantidad 
heterogénea en función al set empleado (GeneProof o NucleoSpin). Finalmente, el 
método de extracción con perlas magnéticas obtuvo la mayor concentración de 









Figura 13. Concentración de cfDNA según método de extracción. Las cajas verdes muestran 
los valores promedio para cada método de extracción y las barras señalan la desviación 
estándar encontrada entre las muestras cuantificadas. Los resultados fueron obtenidos por 
cuantificación con QubitTM. 
A pesar de las diferencias observadas en los distintos métodos de extracción, se 
comprende que las concentraciones obtenidas en cfDNA de plasma son muy bajas 
en comparación al DNA total de una muestra de sangre, el cual proviene 
principalmente de la carga linfocitaria del individuo. 
En la Figura 14, se muestra una comparación entre las concentraciones de DNA a 
partir del tipo de muestra (sangre o plasma), los valores representados 
corresponden a la cantidad de DNA (nanogramos) que es extraído por cada mililitro 
de volumen inicial. Los datos de DNA extraído de sangre fueron proporcionados por 
el Centro de Investigación en Genética y Biología Molecular (FMH-USMP), las 
muestran corresponden a todas las muestras atendidas en el centro (controles y 
46 
pacientes) en el periodo de realización de la tesis y que fueron extraídas con un 
método convencional basado en la remoción de sales. 
 
Figura 14. Concentración de DNA obtenido en plasma y sangre total. Los valores fueron 
reportados con Qubit y expresados en nanogramos por mililitro de muestra. La 
concentración de DNA linfocitario representa más de 1000 veces la carga de cfDNA en 
plasma. 
5.2 Integridad de cfDNA 
Debido a la baja concentración del cfDNA extraído, no se pudo verificar la integridad 
de dichos ácidos nucleicos a través de la observación de geles de agarosa (Figura 
15). Nótese que de acuerdo a lo mostrado en la Figura 14, las extracciones de DNA 
linfocitario resultan en una mayor cantidad de DNA por lo que sería fácilmente 
notable en una corrida electroforética, mientras que las muestras de cfDNA no 





Figura 15. Corrida electroforética de cfDNA. Las muestras de cfDNA extraído con perlas 
magnéticas no evidencian banda en un gel de agarosa 1%. El pocillo 1 muestra un control 
positivo de DNA linfocitario (50 ng/µL), los pocillos 2 y 4 muestran el marcador de peso 
molecular Kapa y los pocillos 3, 5-9 fueron cargados con muestras de cfDNA. 
 
5.3 Cuantificación de cfDNA 
Los resultados de cuantificación muestran los límites de detección y la eficiencia de 
las técnicas empleadas. En ese sentido, se calculó la cobertura porcentual de las 
mediciones reportadas en función a la concentración teórica de cada muestra. Así, 
la cuantificación por fluorometría (Qubit) fue la primera en mostrar dificultades en la 
detección de cfDNA a una concentración menor a 5 ng/µL, en esos casos el equipo 
reportó un valor por debajo del límite de la curva patrón. La cuantificación por 
espectrofotometría (Nanodrop Lite) mostró una detección de cfDNA en muestras 
con concentración mayor a 0.5 ng/µL, a diferencia de las cuantificaciones basadas 





Tabla 4. Resultado de cuantificación según plataforma. Se muestran los valores de 
concentración teórica de cada alícuota y el valor promedio de la medición obtenida en 




10 5 2.5 1 0.5 0.25 0.1 
Nanodrop 8.6 5.4 3 1.2 0.3 ND ND 
Qubit 7.26 3.55 ND ND ND ND ND 
qPCR 11.72 6.20 3.25 0.96 0.38 0.10 0.00 
dPCR 10.2 4.92 2.46 0.95 0.53 0.38 0.20 
ND= No disponible       
  
Como se observa, algunos de los valores se encuentran por encima o por debajo 
de las concentraciones teóricas de cada alícuota, por ello, se calculó el valor 
absoluto de cobertura; es decir, que tan aproximadas al valor teórico se 
encuentran estas mediciones. En ese sentido, la dPCR muestra los valores más 
cercanos a los teóricos, con una eficiencia mayor al 90%, hasta la alícuota de 0.5 
ng/µL; mientras, la qPCR mantiene una eficiencia promedio de 75% hasta la 
misma alícuota. Respecto a las mediciones por espectrofotometría y fluorometría, 
se muestran una mayor estabilidad en la cuantificación con Qubit; sin embargo, 
ésta solo cubre muestras hasta la alícuota de 5 ng/µL, mientras que la medición 
con Nanodrop permite cuantificar un mayor espectro de muestras con eficiencia 







Figura 16. Eficiencia en la cuantificación de cfDNA. El eje horizontal muestra las 
concentraciones de las alícuotas preparadas (ng/µL) para la cuantificación con las 4 
plataformas descritas (Qubit, Nanodrop, qPCR y dPCR). Las barras muestran la eficiencia 
conseguida entre el valor promedio de mediciones y el dato teórico. 
 
5.4 Cuantificación por fluorometría 
Se extrajeron 53 muestras de cfDNA entre controles (21) y pacientes (32), sin 
embargo, sólo se consiguió cuantificar DNA en 40 casos (16 pacientes pre-
operatorio, 12 pacientes post-operatorio y 12 controles), considerando que se 
empleó un set de detección de alta sensibilidad, encontramos que en muchos casos, 





Figura 17. Porcentaje de resultados cuantificados por fluorometría. En 13 muestras no se 
logró una medición en Qubit (se reportó valor por debajo del límite mínimo), dichas 
muestras están repartidas entre controles (9) y la toma post operatoria de pacientes (4). Se 
muestra la proporción de cobertura en cada caso, todas las muestras fueron cuantificadas 
con dPCR. 
 
Con los datos analizables, que constituyen 28 de 37 valores posibles (entre 
controles y pacientes pre-operatorio), la cuantificación de cfDNA muestra 
diferencias significativas (p=0.0001, Figura 18). Asimismo, las diferencias entre 
estos grupos son utilizadas para establecer el punto de corte en 13.4 ng/mL de 
plasma, lo que significa que valores mayores a este valor pueden ser considerados 





Figura 18. Cuantificación de cfDNA con QubitTM entre controles y pacientes. Las muestras 
de pacientes se encuentran distribuidas en las tomas realizadas (pre y post operatorio). 
Las cajas verdes muestran el valor promedio en cada caso y las proyecciones en negro 
señalan el intervalo de confianza. Se encuentran diferencias significativas entre los grupos 
Control y Pre-operatorio en pacientes (p=0.0001).  
5.5 Cuantificación por dPCR 
Se obtuvieron datos de medición para las 53 muestras (21 controles, 16 pacientes 
pre-operación y 16 pacientes post-operación), cada una reporta una cuantificación 
independiente en PUM1 y RNasa P. En todos los casos, los valores de 
cuantificación son expresados en copias por microlitro y éstos no presentaron 
distribución normal (p<0.01). En una evaluación independiente, el grupo control 
presentó menor probabilidad de tener distribución normal (p=0.02 para cada 
ensayo evaluado), en comparación a los valores de los grupos pre-operatorio 
(p=0.61 y 0.18 para PUM1 y RNasa P, respectivamente) y post-operatorio (p=0.13 
y 0.22 para PUM1 y RNasa P, respectivamente). Por lo general, la distribución 
normal explica que la materia de evaluación está siendo afectada principalmente 
por pocos factores, que en el caso de pacientes puede deberse al desarrollo 
neoplásico o al proceso quirúrgico; mientras que en los controles, puede originarse 
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por los múltiples factores asociados al ritmo de vida y desempeño de actividades 
diarias. Además de las referencias estadísticas, se consideran los gráficos de cada 
caso para seleccionar herramientas no paramétricas en los siguientes análisis 
(Figura 19). 
 
Figura 19. Histogramas de valores de cuantificación de cfDNA. Se muestra la distribución 
de resultados de medición por dPCR empleando los ensayos PUM1 (azul, fila superior) y 
RNasa P (rojo, fila inferior). Se clasifican los gráficos según el grupo de individuos (control, 
paciente pre-operatorio y paciente post-operatorio). En cada caso, el eje de las abscisas 
representa el valor promedio de cuantificación en copias por microlitro y el eje de las 
ordenadas, la frecuencia relativa para dichas mediciones. 
 
En la comparación de valores de cuantificación, se encuentran diferencias 
significativas entre los grupos control y paciente pre-operatorio en ambos ensayos 
(p=0.0001, PUM1; p=0.0003, RNasa P; Figura 20); en tanto, otros grupos de 
comparación (control/post-operatorio o pre/post-operatorio) no muestran 




Figura 20. Cuantificación de cfDNA por dPCR. Se muestran los valores de concentración 
expresados en copias por microlitro y clasificados según ensayo (PUM1 o RNasa P). Se 
encuentran diferencias significativas entre el grupo control y paciente pre-operatorio 
(α=99%). 
 
Como se observa en la Figura 20, existen diferencias más notorias en relación al 
grupo control que entre los grupos de pacientes. Además, la detección con 
ensayos distintos a RNasa P resulta en diferencias más marcadas entre los grupos 
analizados (pacientes y controles); sin embargo, no se encuentran diferencias 
significativas entre los estadios pre y postoperatorio, con valores de p iguales a 
0.0118 (PUM1) y 0.0184 (RNasa P).  
De esta forma, se establecen los puntos de corte que permiten diferenciar a una 
muestra indeterminada entre un control o paciente, estos valores son estimados en 
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78.995 copias/µL (13.17 ng/mLde plasma) para PUM1 y 51.154 copias/µL (8.53 
ng/mL de plasma) para RNAsa P. Esta información es acreditada con valores de 
sensibilidad y especificidad que favorecen a PUM1 (75% y 95.2%, 
respectivamente), en comparación a los estimados para RNAsa P (62.5% y 100%), 
como se observa en la Figura 21.  
 
Figura 21.Curva ROC de los ensayos empleados en la dPCR. Se muestran las curvas 
para PUM1 (azul) y RNasa P (rojo), los valores de área bajo la curva (AUC) son mostrados 









5.6 Comparación entre estadios oncológicos 
De total de pacientes, 10 presentaron estadio I, 3 con estadio II y  3 con estadio III. 
Todas las muestras de pacientes mostraron niveles de cfDNA más altos en 
relación a los controles (Figura 20), sin embargo, en la clasificación por estadios, 
se observa que los pacientes con estadio I muestran concentraciones de cfDNA 
más altas que otros estadios avanzados (II y III), a pesar de que estos últimos 
estadios tienen una cantidad muy baja de participantes. Así, se encontraron 
diferencias significativas entre el grupo control y las pacientes con estadio I 
(p<0.01, Figura 22). 
 
Figura 22. Número de copias de cfDNA entre grupo control y estadios neoplásicos. Se 
muestran datos de cuantificación por dPCR según ensayos PUM1 (azul) y RNasa P (rojo). 
La concentración de cfDNA es expresada en copias por microlitro y se incluye el valor p  en 




5.7 Correlación entre cuantificaciones de cfDNA 
El cfDNA en plasma puede ser cuantificado de forma total, empleando técnicas 
como fluorometría, o de forma absoluta y específica, a través de la detección de 
regiones por dPCR. En las muestras cuantificadas con Qubit y dPCR no existe 
correlación, existiendo diferencias significativas (p=0.0009 con ensayo PUM1; 
p=0.0005 con ensayo RNasa P), que remarcan los valores obtenidos en ambos 
ensayos (Figura 23). De acuerdo a la gráfica, si la distribución de fragmentos 
genómicos fuera homogénea, se podría comparar ambas cuantificaciones y tener 
valores que asemejen una línea recta. Sin embargo, los puntos del gráfico no se 
distribuyen de forma directamente proporcional por lo que se infiere que la 
presencia de cfDNA fragmentado es heterogénea, lo cual favorece el empleo de 










Figura 23. Correlación entre cuantificación Qubit y dPCR. Se muestran resultados de 
cuantificación específica (medido por dPCR y reportado en copias por microlitro) y 
cuantificación total (realizado por Qubit, expresado en nanogramos por microlitro). No se 







VII. DISCUSIÓN  
6.1 cfDNA como biomarcador 
Los linfocitos constituyen la fuente de ácidos nucleicos más empleada en la 
evaluación de contenido genético asociado a múltiples enfermedades, la 
extracción de DNA puede realizarse directamente de la capa linfocitaria o a partir 
de sangre total; otra fuente importante para la obtención de ácidos nucleicos son 
las células de la mucosa bucal (Steinberg et al., 2002). Sin embargo, el recurso 
usado para extraer DNA puede variar en función al comportamiento clínico-
molecular de la enfermedad, un ejemplo de esto es apreciable en el análisis de 
infecciones microbianas o virales, donde se encuentran ácidos nucleicos foráneos 
en sangre, así como en otros fluidos: HBV en saliva (Vandereijk et al., 2004); 
Plasmodium falciparum en orina, Wuchereria bancrofti en esputo, Schistosoma 
haematobium en semen, entre otros  (Weerakoon y McManus 2016). 
Por estas razones, los cfDNAs han cobrado importancia en los últimos años, 
debido principalmente a la naturaleza de su origen. Este tipo de ácidos nucleicos 
puede ser exógeno, mediado por agentes infecciosos; o endógeno, por la 
liberación natural de vesículas con ácidos nucleicos o por la lisis de grupos 
celulares con alta concentración, como los producidos por enfermedades 
autoinmunes (Zhang et al., 2014) o cáncer (Schwarzenbach et al., 2011).  
Un aspecto interesante de los cfDNAs es la posibilidad de evaluar distintas 
enfermedades con una muestra de sangre total, a partir de la cual se separa el 
plasma, esto significa el aprovechamiento del flujo sanguíneo como recurso 
sistémico, representado como un método de diagnóstico molecular no invasivo. 
Además, diversos autores coinciden en que la concentración de cfDNA  es muy 
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baja en una persona sin aparente desarrollo de enfermedad, han precisado este 
valor entre 10-100 ng/mL de plasma y también han señalado que puede variar 
ligeramente con diversas condiciones biológicas como el ciclo menstrual, 
presencia de diabetes o activación del sistema inmune (Poelcher et al., 2010; 
Spindler et al., 2014; Nishimoto et al., 2016). Como resultado de los estudios 
mencionados, se reconocen a los cfNAs en fluidos como un biomarcador oportuno 
en el estudio de diversas enfermedades, los cuales precisan una óptima técnica de 
extracción y purificación, así como un método de detección-cuantificación más 
sensible y específico. 
En el caso específico del control y diagnóstico de cáncer, el cfDNA se ofrece como 
el recurso más apropiado para conocer el estadio biológico en forma periódica y 
sin comprometer algún riesgo en el paciente, a diferencia de las biopsias sólidas. 
Esto introduce el concepto de biopsia líquida, asociada al criterio de determinar la 
cantidad de DNA presente en fluidos como el plasma, su grado de metilación, su 
expresión o las mutaciones que pueda contener (con origen en células tumorales) 
a fin de determinar la condición oncológica del paciente. 
6.2 Sistemas de extracción de cfDNA 
En la presente tesis se probaron 4 métodos de extracción de cfDNA, encontrando 
ventajas y desventajas entre estas opciones. Así, con los resultados de la Figura 
13 se determina que la extracción con perlas magnéticas ofrece los mejores 
resultados en aprovechamiento, calidad y concentración de la muestra. Sin 
embargo, este proceso puede resultar engorroso considerando la complejidad del 
proceso y el alto riesgo de contaminación, a diferencia de la purificación por 
columnas que es realizada en un ambiente más cerrado, donde el procedimiento 
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es limitado a colocar reactivos en columnas y centrifugarlas sin alterar la matriz de 
silica que contienen. 
En búsqueda de la mayor captación de ácidos nucleicos se elige la extracción con 
perlas magnéticas, sin embargo, se precisa un aumento de este tipo de trabajos a 
fin de tener datos con los cuales se contrasten los resultados obtenidos. Esto se 
debe a que existe gran controversia por el nivel promedio de cfDNA en controles y 
estos valores dependen de los métodos empleados para extracción y 
cuantificación (Tabla 2).  
Considerando la variabilidad existente entre los tipos de extracción realizados, 
todos coinciden en que la mayor dificultad del trabajo con cfDNA se encuentra en 
la baja concentración que esta posee,  claramente corresponde a lo descrito en la 
literatura acerca de la procedencia, origen y tiempo de vida del cfDNA (Hayat 
2013; Schwarzenbach et al., 2011) y es verificado cuando comparamos la 
capacidad de extracción de cfDNA con métodos muy elaborados en relación a la 
concentración de DNA linfocitario obtenida con un método convencional (Figura 
14).  
6.3 Sistemas de detección de cfDNA 
Bajo el conocimiento que el plasma presenta una concentración muy baja de 
cfDNA se ha optado por el uso de la dPCR para su cuantificación. Sin embargo, 
encontramos que otras plataformas, como fluorometría, espectrofotometría o 
qPCR, podrían medir estos ácidos nucleicos en dependencia de la concentración 
esperada. Así, en la Figura 18, se describen las diferencias de estas técnicas en la 
eficiencia o cobertura del valor teórico. Evidentemente, estos resultados se 
contrastan con aquellos obtenidos en la Figura 20 donde se observa que la 
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medición con Qubit no muestra resultados en todas las muestras, existiendo un 
margen muestral que no podría ser cuantificado con esta técnica. Sin embargo, la 
cuantificación por fluorometría muestra estabilidad en la cobertura del valor teórico, 
a diferencia de la cuantificación por Nanodrop, donde la eficiencia de la prueba 
depende básicamente de la concentración.   
Los valores referenciales empleados en la cuantificación muestran un nivel 
máximo de 26 ng/mL de plasma en la muestra de un paciente y un valor diferencial 
de 13.4 ng/mL de plasma entre pacientes y controles (Figura 20). En cuanto al 
diseño empleado, se realizó la evaluación del número de copias de dos regiones 
determinadas como referenciales por la literatura, con el propósito de establecer 
sus niveles y aportando a lo mencionado en el trabajo de Hyun y colaboradores 
(2016) en el sentido de que los distintos tipos de cáncer puedan favorecer la 
presencia de fragmentos específicos en el cfDNA.  
El diseño experimental de la tesis, se distingue de la mayoría de trabajos 
enfocados en cáncer de mama y encontrados en la literatura; aquellos evalúan la 
diferencia entre pacientes y controles a través de la expresión de genes muy 
implicados en el desarrollo oncológico por medio de cDNA (Heredia et al., 2013), la 
presencia de alelos mutados (Dawson et al., 2013), la amplificación de HER2 
(Forshew et al., 2012; Belgrader et al., 2013; Gevensleben et al., 2013), la 
presencia de mutaciones de PIK3CA en pacientes con estadios tempranos 
(Beaver et al., 2014) y la cuantificación de miRNAs (Jiang et al., 2013). Todos los 
trabajos mencionados ofrecen resultados que determinan diferencias entre 
pacientes con cáncer de mama y controles, desde distintos enfoques y un grupo 
muy reducido lo hace considerando enfáticamente los estadios iniciales, con un 
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propósito claro de usar estos resultados a futuro en el diseño de estrategias de 
detección temprana en un método no invasivo, al igual que la presente tesis. 
6.4 Integridad de cfDNA 
En la Figura 15 se muestra que la integridad del cfDNA no puede ser evaluada por 
corrida electroforética debido a su baja concentración; sin embargo, con los 
resultados de la Figura 23 se puede interpretar una fragmentación del cfDNA 
debido a que la cuantificación total de las muestras no corresponde con la 
cuantificación específica realizada por dPCR; en ese sentido, se sugieren otras 
pruebas para evaluar la integridad del ácido nucleico.  
Por ejemplo, una de las pruebas más utilizadas para analizar el grado de 
fragmentación está constituida por la amplificación de regiones Alu, estas regiones 
son pequeñas (aproximadamente 300 pares de bases), cuentan con alto %GC y 
están relacionadas a procesos de estabilidad genómica; por ello, son usadas en la 
predicción del progreso de tumor, así como en la evaluación diagnóstica y 
pronóstica del cáncer (Umetani et al., 2006a; Umetani et al., 2006b; Holdenrieder 
et al., 2008). La evaluación de estos fragmentos fue realizada por qPCR pero se 
podría evaluar un sistema de cuantificación con dPCR a fin de contrastar la 
resolución de los resultados obtenidos. 
6.5 Aumento en los niveles de cfDNA 
Se evaluaron los niveles de glucosa y concentración de linfocitos en sangre para 
descartar procesos infecciosos, linfocitosis o cuadros de hiperglucemia que 
puedan alterar el análisis de la cuantificación. 
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Del total de pacientes evaluados, solo  2 presentaron niveles de glucosa por 
encima de 100mg/dL de sangre y ninguna presentó más de 4000 linfocitos por 
microlitro de sangre (Anexo 3). Asimismo, la mayoría de pacientes presentan 
grupo sanguíneo O+ (66.7%), el cual ha sido descrito como el tipo sanguíneo con 
menor asociación a hipercolesterolemia y otras enfermedades que también elevan 
los niveles de cfDNA en plasma (Chen et al., 2014).  
Entonces, las muestras analizadas no presentan linfocitosis ni casos de 
hiperglucemia, por consiguiente no es muy probable la lisis de linfocitos o la 
liberación de contenido celular de forma espontánea. Con esta información, se 
reduce la incertidumbre respecto a factores no cancerosos que puedan elevar los 
niveles de cfDNA. 
6.6 Niveles de cfDNA entre controles y pacientes 
Se encontraron diferencias entre pacientes con estadio I de cáncer de mama y 
controles no afectados. Los dos genes analizados son considerados como 
referenciales en la evaluación de la expresión en cáncer de mama (Zhong et al., 
2007; Hindson et al., 2011; Chen et al., 2012; Figura 8), por lo que estos factores 
no afectarían lo niveles de cfDNA que fueron reportados. 
Los resultados obtenidos permiten diferenciar controles y pacientes a partir de una 
cuantificación con RNAsa P mayor a 8.53 ng/mL de plasma, lo que representa 10 
veces el valor máximo en controles mostrado por Boni y colaboradores (2007). En 
otras comparaciones, Whale y colaboradores (2012) realizan un análisis del 
margen de detección empleando las tecnologías de la qPCR y dPCR; verificando 
una mayor sensibilidad y especificidad en la detección en la PCR cuantitativa 
digital. 
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En la búsqueda de un marcador referencial que pueda ser comparado con RNAsa 
P, se precisaba de una región cuya presencia en el DNA no esté influenciada por 
efectos propios de la transcripción, se eligió el gen PUM1 que es el más estable en 
cuanto a los niveles de expresión (Lyng et al., 2008; Kilic et al. 2014). Esto 
significaría que no habría un propósito intrínseco que afecte a los resultados de 
cuantificación de copias de DNA encontrados en plasma de pacientes. 
Se encontró un elevado nivel de cfDNA en el gen PUM1, el cual propiciaría un 
mayor índice de expresión de la proteína de forma intrínseca; sin embargo, esto no 
sucede ya que se ha verificado que la expresión de la proteína PUM1 es estable 
en cáncer de mama (Figura 8). 
6.7 Niveles de cfDNA en pacientes pre y post-operatorio 
De acuerdo al origen y naturaleza del cfDNA en fluidos, se espera que los niveles 
de cfDNA se reduzcan significativamente después de haber extirpado el tumor a 
través de la operación quirúrgica; sin embargo, esto no es apreciable en la 
totalidad de resultados. En la Figura 22, se representan sutilmente las diferencias 
entre condiciones pre y post operatoria de pacientes, con valor-p mayor a 0.01 en 
ambos marcadores, lo cual no coincide con la hipótesis planteada para esta parte 
de la evaluación. 
Debido a la complejidad del procedimiento de extracción y cuantificación de ácidos 
nucleicos, se podría inferir que las muestras fueron susceptibles a la 
contaminación, sin embargo, las cuantificaciones fueron realizadas en grupos de 4 
a 20 muestras donde los casos en los que el cfDNA es elevado después de la 
operación son muy reducidos, en comparación con los valores obtenidos por 
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fluorometría (Qubit), así como en la variación de concentración pre y post-
operatoria. 
Por ello, se estima que la diferencia experimental con la hipótesis se deba a un 
factor biológico, ya que el microambiente que circunda la región operada es blanco 
de múltiples procesos asociados a la recuperación del tejido, así como la 
reducción del trauma para el paciente. Es común el empleo de diversos fármacos 
en un ambiente post-quirúrgico y está verificado que también pueden ejercer 
efecto sobre el cfDNA (Swystun et al., 2011), incluso aquellos indicados para la 
quimioterapia, por lo que resultaría oportuno realizar una toma de muestra a un 
mayor tiempo post-operatorio. Además, es común encontrar referencias que 
expliquen de la segregación preferencial y permanente de regiones específicas 
según el tipo de cáncer (Hyun et al., 2016). 
Asimismo, en el trabajo de Shaw y colaboradores (2012), se reportó la presencia 
de regiones de DNA mutado en pacientes participantes de un estudio realizado 
hasta 12 años después de la intervención quirúrgica, donde las pacientes no 
desarrollaron metástasis ni malestares asociados al cáncer de mama en el periodo 
de evaluación posterior, a pesar de contar con secuencias de DNA relacionadas al 
tumor.  
En ese sentido, los resultados obtenidos cuentan como evidencia para determinar 
que la toma de muestras con una semana después de la operación, no sería un 
lapso temporal apropiado para observar resultados efectivos en la disminución de 
niveles de cfDNA. Por ello, se sugiere realizar la toma de muestra un mes después 
de la operación, en vista que dicha modificación ha propiciado mejores resultados 
en otros indicadores como el PSA en cáncer de próstata (Partin et al., 1993). 
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6.8 Nivel de cfDNA en controles 
Por dato teórico, en un genoma humano estable, 300 copias de cualquier región 
presente, equivaldrían a 1 ng de DNA total (Cooper 2000); sin embargo, esta tasa 
de valores no es encontrada en el 76.4% de muestras que lograron cuantificarse 
con Qubit. Como se observa en la Figura 23, existe una distribución heterogénea 
entre los fragmentos de cfDNA extraído a partir de plasma humano. Una 
explicación alternativa la constituyen fuentes extrínsecas de cfNAs, producidas por 
agentes infecciosos presentes en el individuo (Long et al., 2016). 
A partir de esa premisa, se obtienen niveles de cfDNA total entre 56.2 y 134.0 
ng/mL de plasma para individuos normales cuantificados por fluorometría. Mientras 
que la cuantificación de controles por PCR digital reporta valores máximos de 
13.17 y 8.53 ng/mL de plasma, según PUM1 y RNAsa P, respectivamente. 
El valor referencial de cfDNA en controles contiene una controversia que implica 
un análisis de técnicas de extracción y cuantificación muy variables entre sí y que 
desde luego, afectan a los resultados. En la Tabla 2 se muestra un resumen de 
valores descritos como cantidad normal de cfDNA. Según esto, los criterios de 
evaluación aún no han sido estandarizados y cada técnica de forma independiente 
puede tener situaciones en las que se favorezcan o disminuya la concentración, 
por posible contaminación o baja sensibilidad en la detección. 
A través de esta información, se corroboran y justifican los resultados expuestos 
en la presente tesis, asimismo, se contribuye a la formación de evidencia válida 
para ahondar los estudios en esta materia que involucra el análisis de variables en 
cfDNA en fluidos, su impacto en el desarrollo oncológico y las posibles mejoras en 
las técnicas de extracción, detección y cuantificación. 
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VIII. CONCLUSIONES 
 El cfDNA es un biomarcador apropiado como herramienta diagnóstica en 
cáncer de mama. 
 La extracción de cfDNA con perlas magnéticas es un método idóneo que 
asegura la mayor concentración y pureza de la muestra. 
 La PCR digital está calificada para la cuantificación absoluta de cfDNA en 
muestras de pacientes y controles. 
 Existen diferencias significativas entre niveles de cfDNA de pacientes con 














 Se requiere de un cuidado meticuloso en la extracción y cuantificación de 
cfDNA para evitar contaminación con DNA linfocitario y otros ácidos nucleicos. 
 Se sugiere la toma de muestra postoperatoria en un tiempo mayor a 7 días 
luego de la intervención quirúrgica. 
 Se sugiere realizar pruebas de integridad de cfDNA a través de la cuantificación 
de fragmentos Alu. 
 Se sugiere la verificación de los valores obtenidos con un mayor número de 
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ANEXO 2. Información clínica de pacientes 




















IIIA 24/05/2016 17/05/2016 31/05/2016 42 Ductal + + - 2927.4 O+ 93 
Fincyt-
003-15 
IA 23/11/2015 23/11/2015 27/11/2015 65 Lobulillar + - - 2285.4 A+ 98 
Fincyt-
004-15 
IA 28/11/2015 25/11/2015 4/12/2015 61 Lobulillar + + - 1684.8 O- 81 
Fincyt-
005-15 
IIIA 11/12/2015 26/11/2015 18/12/2015 46 Ductal + + + 1000.5 O+ 93 
Fincyt-
006-15 
IA 5/12/2015 30/11/2015 11/12/2015 72 Ductal + + - 720.0 O+ 88 
Fincyt-
007-15 
IIA 12/12/2015 02/12/2015 18/12/2015 45 Ductal - - + 2023.1 O+ 89 
Fincyt-
008-15 
IA 05/12/2015 05/12/2015 11/12/2015 61 Mixto - - + 1650.0 O+ 116 
Fincyt-
009-15 
IIA 14/12/2015 14/12/2015 22/12/2015 28 Ductal + + - 3773.6 O+ 94 
Fincyt-
010-15 
IA 15/12/2015 15/12/2015 6/1/2016 52 Mixto + + - 1872.0 A+ 94 
Fincyt-
012-15 
IA 22/02/2016 11/01/2016 04/03/2016 65 Ductal + - - 2167.3 O+ 94 
Fincyt-
013-15 
IA 22/02/2016 27/01/2016 01/03/2016 80 Ductal - - - 949.2 O+ 90 
Fincyt-
014-15 
IA 29/01/2016 29/01/2016 09/02/2016 42 Ductal + + - 2107.0 A+ 69 
Fincyt-
015-15 
IA 08/04/2016 11/03/2016 19/04/2016 68 Lobulillar + + - 2428.8 O+ 94 
Fincyt-
016-15 
IA 30/03/2016 29/03/2016 14/04/2013 60 Ductal + - + 1157.7 O+ 120 
Fincyt-
017-15 
IIB 11/06/2016 07/06/2016 04/07/2016 70 Ductal + + + 1462.1 A+ 99 
Fincyt-
018-16 


























































ANEXO 3. Descripción general de la población estudiada 
Se evaluaron 16 pacientes entre 28 y 80 años, con una edad media de 57.71 años. No se 
encontró asociación entre edad y el tipo de histología (p= 0.765), o la concentración de 
glucosa (p= 0.2048); en contraste, se halló una tendencia a disminuir la concentración de 
linfocitos con un valor estadístico igual a 0.0782. En ningún caso se evidenció linfocitosis, 
de acuerdo al Manual de Laboratorio y Test de Diagnóstico por Fischbach y Dunning 









Figura A. Concentración de linfocitos y glucosa en función a la edad de las pacientes. No se 
encuentra asociación entre edad e hiperglucemia en las pacientes evaluadas (p= 0.2048). 
Igualmente, no se encontró asociación estadística entre la cantidad de linfocitos y el grupo 
sanguíneo de pacientes (p=0.913), donde se obtuvo los siguientes resultados: 11 
pacientes presentaron grupo O+; 4, grupo A+ y 1, grupo O-. Estos grupos tampoco generan 
aporte estadístico a la concentración de glucosa en las muestras analizadas (p= 0.486). 
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Respecto a los tipos de cáncer de mama, 12 individuos presentaron cáncer ductal; 2, 
lobulillar y 2, mixto. Se encontraron diferencias entre la presencia de receptores de 
estrógeno (ER), progesterona (PR) y HER2, asociadas con los valores de glucosa 
(p=0.0492), en este caso, el mayor valor de glucosa en sangre se halló en una persona 
con ER y HER2 positivos (Tabla A, Figura B). 
 
Tabla A. Patrón de combinaciones entre las respuestas a marcadores bioquímicos. 
Combinación ER PR HER2 
Número de  
pacientes 
A + + + 3 
B + + - 8 
C + - + 1 
D + - - 2 
E - + + 0 
F - + - 0 
G - - + 2 













   
 
 
Figura B. Concentración de glucosa en función a la combinación de marcadores 
bioquímicos. Los valores más altos de glucosa se encuentran en pacientes HER2 positivo.  
 
Se encontraron 2 casos, con aparente hiperglucemia leve (valores mayores a 
100mg/dL), esto se consideró en la evaluación de los valores de cfDNA, un resumen 
de los datos clínicos de los pacientes se muestra en la Tabla B. 
Respecto al grupo control, conformado por 21 mujeres, tienen una edad entre 37 y 
73 años, con un promedio de 48.69 ± 9.78 años. Todas negaron presentar algún 























Combinación (ER, PR, HER2)
A               B              C               D              E               F               G           H 
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Característica Número (%) 
Edad (media ± D.E.) 55.94 ± 14.46 
Tipo de cáncer  
      Ductal 11(68.75) 
      lobulillar 3(18.75) 
      Mixto 2(12.5) 
Estadio  
      I 10 (62.5) 
      II 3 (18.75) 
      III 3 (18.75) 
Estado ER  
      positivo 14(87.5) 
      negativo 2(12.5) 
Estado PR  
      positivo 11(68.75) 
      negativo 5(31.25) 
Estado HER2  
     positivo 6(37.5) 
     negativo 10(62.5) 
ER, receptor de estrógeno; PR, receptor 
de progesterona; HER2, receptor 2 de 
factor de crecimiento epidérmico humano.  
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ANEXO 4.Cálculo estadístico entre estadios oncológicos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
